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1. INTRODUZIONE

1.1 Le Leucemie Acute Mieloidi (LAM)

Le Leucemie Acute Mieloidi (LAM) sono un gruppo eterogeneo
di malattie neoplastiche del sistema emopoietico, caratterizzate dalla
trasformazione leucemica di una cellula staminale emopoietica (CSE)
che, perdendo la capacita maturativa e differenziativa, induce
un’espansione del clone neoplastico e, secondariamente, un quadro di
insufficienza midollare caratterizzato da una difettiva produzione di
globuli bianchi normali, piastrine ed eritrociti (1).

L’incidenza delle LAM aumenta considerevolmente con
I’avanzare dell’eta e la frequenza ¢ stimabile attorno ai 15 nuovi casi
ogni 100 mila abitanti per anno. L’eta di maggior incidenza ¢ compresa
tra 1 60 e 1 65 anni e la distribuzione nelle diverse aree geografiche e
nelle differenti popolazioni risulta essere dipendente, oltre che da fattori
genetici, anche da fattori ambientali. L’esposizione professionale o
latrogena a diversi agenti chimici (derivati del petrolio, pesticidi,
solventi, farmaci citotossici) e alle radiazioni ionizzanti, sono tra i fattori
piu importanti in grado di aumentare significativamente il rischio di
leucemia, anche se, a tutt’oggi, per la maggior parte di queste patologie,
le cause e 1 meccanismi di leucemogenesi restano ancora non

completamente chiariti (1).



Come precedentemente accennato, le LAM costituiscono un
gruppo eterogeneo di neoplasie ematologiche, distinguibili per
caratteristiche ~ cliniche,  citomorfologiche, = immunofenotipiche,
cariotipiche e molecolari.

L’attuale classificazione delle LAM, proposta dall’Organizzazione
Mondiale della Sanita (WHO) (2), che ha sostituito la precedente
classificazione FAB (3) (French-American-British Co-operative Group,
Tabella 1) considera questi fattori e, almeno in parte, rende conto
dell’eterogeneita di queste malattie (Tabella 2). In particolare, nella
classificazione WHO vengono distinte :

- LAM con anomalie genetiche ricorrenti, fra le quali ritroviamo la
t(8;21)(q22;922), con riarrangiamento dei geni AMLI/ETO,
I’'inv(16)(p13g22) o t(16;16)(q13g22), con riarrangiamento dei geni
CBFB/MYHI11, la t(15;17)(q22q12), con riarrangiamento dei geni
PML/RARa e le anomalie della banda 11923, con riarrangiamenti
che coinvolgono il gene MLL;

- LAM con displasia multilineare;

- LAM correlate a precedente chemioterapia;

- LAM cosiddette “undefined”.

La suddivisione delle LAM in gruppi con caratteristiche
clinico/biologiche diverse ¢ in genere correlata a prognosi differenti.

Nonostante questo, ancora oggi le LAM, con I’eccezione della leucemia



acuta promielocitica, vengono trattate in modo indistinto.
L’identificazione di entita cliniche e prognostiche differenti dovrebbe
essere il presupposto perché vi possa essere in futuro un trattamento
specifico per ogni tipo di leucemia. Sappiamo, ad esempio, che la
prognosi delle LAM con t(8;21) o anomalie del cromosoma 16 ¢
notevolmente migliore di quella delle LAM con displasia multilineare o
delle LAM correlate a precedente chemioterapia. Tuttavia, esse vengono
trattate con la medesima terapia di induzione e consolidamento, e
I’unica variante consiste nella non indicazione al trapianto allogenico di
cellule staminali emopoietiche in prima remissione completa. A queste
differenze biologiche e prognostiche, quindi, non corrisponde un
differente  trattamento chemioterapico. L’unica eccezione, ¢
rappresentata dalla LAM promielocitica con t(15;17) e riarrangiamento
PML/RARa. La terapia con un derivato della vitamina A, 1’acido all-
trans retinoico (ATRA), in combinazione con Idarubicina e Citosina
Arabinoside, consente di ottenere, oggi, la guarigione in circa il 90% dei
casi (4, 5). L’ATRA, legandosi al suo recettore (il gene PML/RAR),
permette di superare il blocco differenziativo, promuovendo la
maturazione dei promielociti leucemici e bloccandone la proliferazione.

Con I’eccezione della LAM promielocitica appena descritta, gli
altri tipi di LAM vengono ancora trattati, con regimi di

polichemioterapia  di  induzione/consolidamento  basati  sulla



combinazione di un’antraciclina con la citosina arabinoside (Ara-C) (6 -
15) e, quando possibile e indicato, ricorrendo ad un trapianto autologo o
allogenico di cellule staminali emopoietiche (auto e allo-SCT) (16, 17).
In questo modo ¢ possibile raggiungere la Remissione Completa (RC)
nel 50-70% dei casi. La meta circa di questi pazienti perd ricade,
frequentemente entro il primo anno, e solo il 30-40% dei pazienti con
LAM ha la probabilita di guarire (6 - 17).

I risultati appena illustrati non possono essere certo ritenuti
soddisfacenti ed appaiono pressoché invariati negli ultimi 20 anni. Si ¢
comunque osservato un lieve miglioramento nell’outcome dei pazienti e
c10 appare ascrivibile principalmente a due ragioni:

a) un miglioramento della terapia di supporto, in senso generale
(introduzione dei fattori di crescita [G-CSF, EPO], maggiore
disponibilita ed efficacia degli antibiotici, migliore impiego della
terapia di supporto trasfusionale);

b) I’estensione delle procedure trapiantologiche ad un numero sempre
piu largo di pazienti, unito al fatto che il trapianto di cellule

staminali emopoietiche ¢ diventato sempre piu sicuro ed efficace.

A fronte di questi progressi, vanno sottolineati i grandi limiti che

ancor’oggi gravano sulla terapia delle leucemie acute:



- la mancanza di nuovi farmaci, in particolare di nuove molecole in
grado di bloccare il meccanismo o 1 meccanismi molecolari di
leucemogenesi;
- DI'impossibilita, almeno per il momento, di disporre di strategie
terapeutiche in grado di superare la barriera della farmacoresistenza delle
cellule leucemiche, che costituisce uno dei maggiori ostacoli al successo

della terapia delle LAM.

1.2 La Farmacoresistenza

La farmacoresistenza (multidrug resistance, MDR) ¢ una delle
principali cause del fallimento della chemioterapia in oncoematologia.
Essa puod manifestarsi gia alla diagnosi come resistenza intrinseca o
primitiva, oppure puo svilupparsi durante il trattamento, come resistenza
acquisita (18-21).

La farmacoresistenza puo essere mediata da diversi meccanismi quali:

e I’iperespressione di proteine trans-membrana o intracellulari che
interferiscono in diversi modi con il metabolismo dei farmaci:
- la “glicoproteina P170” o Pgp, codificata dal gene MDR,; sul

cromosoma 7 ( Figura 1),



- la “lung resistance related protein”(LRP), codificata dal rispettivo

gene sul cromosoma 13 (Figura 2),

- la “multidrug resistance associated protein” (MRP), codificata dal
corrispettivo gene sul cromosoma 16,

- la “breast cancer resistance protein” [BCRP]) (22, 23).

e una modificazione qualitativa e/o quantitativa degli enzimi delle
topoisomerasi I e II, coinvolti nei meccanismi di riparo del DNA, e a
loro volta necessari per I’attivita stessa dei farmaci antiblastici, come le
antracicline e gli antracenedioni (24), detti appunto inibitori delle

topoisomerasi.

e I’iperespressione di enzimi detossificanti quali le glutatione-S-

transferasi, coinvolti nella protezione della cellula dai danni ossidativi

(25).

1.2.1 La farmacoresistenza o Multidrug Resistance (MDR) mediata

dall’iperespressione della glicoproteina di trasporto P170 (Pgp)

La farmacoresistenza mediata dalla Pgp costituisce la forma di
multidrug resistance aspecifica (MDR-Pgp) piu frequente e anche piu

studiata nelle LAM (21, 22, 26). La Pgp, codificata dal gene MDR|



situato sul braccio lungo del cromosoma 7 (7q21.1), ¢ una glicoproteina
di membrana, che la cellula utilizza come pompa di efflusso ATP-
dipendente per diversi farmaci, molti dei quali usati comunemente negli
schemi di polichemioterapia per il trattamento delle LAM (21, 22)
(Figura 1). La proteina Pgp ha un peso molecolare di 170 Kd ed ¢
composta di due dimeri di ugual peso con alta omologia di sequenza
soprattutto nella regione C-terminale. Internamente alla proteina si
trovano 12 regioni idrofobiche che corrispondono alle zone di
attraversamento della membrana cellulare e, grazie all’analisi della
struttura primaria, sono stati evidenziati inoltre 8 siti potenzialmente
glicosilabili di cui 5 posti nella regione N-terminale. L’aggiunta di
inibitori specifici della glicosilazione N-terminale impedisce 1 processi di
modificazione post-traduzionale della proteina. 1l tempo di
dimezzamento della proteina ¢ superiore alle 24 ore. Un altro dato
importante ¢ la presenza di due siti di legame per I’ATP posti in ciascuna
meta della proteina sull’estremita carbossi-terminale.

La rilevanza clinica dell’iperespressione della Pgp ¢ notevole, in
quanto essa ¢ presente in circa il 40% delle LAM all’esordio e nel 60-
70% delle LAM ricadute/resistenti e delle LAM dell’anziano (> 60 anni)
(25, 26). Inoltre numerosi studi clinici hanno messo in evidenza che la
prognosi delle LAM iperesprimenti la Pgp ¢ significativamente peggiore

rispetto alle LAM non iperesprimenti la Pgp, sia in termini di probabilita
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di raggiungimento della RC, che in termini di sopravvivenza libera da
malattia (DFS) e sopravvivenza globale (OS) (Tabella 3) (22, 26 - 39).

Numerosi sono i farmaci che sono comunemente usati nel
trattamento delle LAM e che vengono resi meno efficaci dal
meccanismo di farmacoresistenza mediato dalla Pgp. In particolare cio
riguarda le antracicline (daunorubicina, doxorubicina e idarubicina), gli
alcaloidi della vinca (vincristina e vinblastina), gli antracenedioni
(mitoxantrone) ¢ 1 derivati delle epipodofillotossine (etoposide) (Figura
3).

Questo importante fenomeno di farmacoresistenza mediato dalla
proteina Pgp ¢ stato studiato estesamente in Vitro su coppie di linee
cellulari costituite da una linea sensibile (wild type) e da una sublinea
resistente, iperesprimente la glicoproteina Pgp. In questi studi in vitro ¢
stato osservato come I’inibizione della crescita della linea cellulare
resistente (MDR-Pgp-positiva)  necessitasse di concentrazioni  di
farmaci antiblastici piu elevate e come I’impiego di molecole in grado di
inibire 1’attivita della Pgp fosse in grado di ristabilire la sensibilita ai
farmaci antiblastici, la cui attivita ritornava ad essere comparabile a
quella osservata nelle linee sensibili (wild type) (20, 21, 22). Sia in vitro
che in vivo, direttamente sui blasti leucemici dei pazienti, & stato inoltre
dimostrato che la concentrazione intracellulare dei farmaci antiblastici

era significativamente piu bassa nelle cellule leucemiche MDR-Pgp-
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positive ¢ cio spiega la minore efficacia della terapia osservabile in vivo
nel pazienti.

Restano ancora da chiarire del tutto i meccanismi che permettono
alla Pgp di riconoscere ed espellere dalle cellule farmaci diversi,
strutturalmente non correlati. Sono state formulate due principali ipotesi
che possono spiegare il fenomeno: nella prima viene proposta 1’esistenza
di proteine intermediarie che fungano da carriers per i vari antiblastici. 11
complesso carrier-antiblastico viene poi espulso attraverso i1 canali
idrofilici della Pgp, con un meccanismo attivo ATP dipendente. In
questo modo carriers differenti servirebbero all’eliminazione dei diversi
farmaci. Secondo un’altra ipotesi 1 farmaci vengono espulsi dalla cellula
per interazione diretta tra antiblastico e Pgp (21, 22).

Le conseguenze cliniche che derivano da questo fenomeno sono,
quindi, molto importanti, ed, in vivo, sono state studiate e impiegate
diverse strategie terapeutiche al fine di eludere questo meccanismo di
resistenza farmacologia. In molti studi clinici si € cercato di superare il
problema della farmacoresistenza Pgp-mediata intensificando la terapia
convenzionale, utilizzando regimi di induzione sempre piu intensivi
basati su dosaggi piu elevati di chemioterapici (6, 7, 12-14, 16, 17). 1
risultati di questi studi indicano abbastanza chiaramente che la risposta

alla terapia non ¢ migliorata in modo significativo, mentre la tossicita ¢
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quasi sempre aumentata, sia quella ematologica che extra-ematologica.
(14 - 17).

Altri studi clinici hanno valutato I’impiego di agenti cosidetti
“revertanti” la Pgp, quali la ciclosporina A, il suo derivato PSC 833 o il
dx-Verapamil. Nonostante tali molecole si siano dimostrate, in vitro,
efficaci nell’inibire 1’attivita della Pgp (40 - 42), il loro impiego in vivo
ha portato a dei risultati terapeutici piuttosto deludenti (43 - 45). Infatti, a
fronte di un non chiaro beneficio in termini di ottenimento e durata di
RC, si ¢ quasi sempre verificato un incremento della tossicita soprattutto
epatica, gastrointestinale e neurologica nei pazienti trattati con agenti
revertanti la Pgp (43 - 45) e, pertanto, il loro impiego non ¢ mai entrato
nella pratica clinica corrente del trattamento delle LAM.

Un’ importante alternativa terapeutica, potenzialmente in grado di
superare il fenomeno della farmacoresistenza sarebbe quella di disporre
di farmaci non MDR-Pgp dipendenti che essendo espulsi in modo
minore rispetto ai farmaci tradizionali, potrebbero essere in grado di
esercitare un maggiore effetto tossico sulle cellule leucemiche. Alcuni
studi in vitro hanno confrontato la citotossicita della daunorubicina e
della doxorubicina rispetto a quella dell’idarubicina, in linee cellulari
MDR-Pgp positive e negative, dimostrando che le linee cellulari MDR-
Pgp positive risultano significativamente piu resistenti alla

daunorubicina e doxorubicina rispetto all’idarubicina (21). Altri studi in
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vitro hanno testato 1’effetto citotossico dell’Ara-C da sola o in
combinazione con Fludarabina, sempre in linee cellulart MDR positive e
negative, dimostrando che 1’associazione Fludarabina e Ara-C ¢ piu
citotossica di ciascuno dei due farmaci usati singolarmente, soprattutto
sulle linee cellulari MDR-Pgp positive e che pertanto esiste, almeno in
Vitro, un sinergismo biologico fra i due farmaci (46).

Le considerazioni generali sopra riportate e queste ultime,
riguardanti nello specifico il potenziale vantaggio dell’impiego di
farmaci non dipendenti dall’azione della Pgp, sono state la premessa e il
razionale per pianificare una serie di studi clinici, aventi come punto
centrale della sperimentazione 1’impiego della Fludarabina nella terapia

d’induzione delle LAM dell’adulto.

1.3 La Fludarabina

La  Fludarabina  (9-beta-D-arabinofuranosil-2-fluoradenin-5’-
fosfato, 2F-ara-AMP) ¢ un analogo purinico per la prima volta
sintetizzato nel 1982 da ricercatori americani e utilizzato in modo
estensivo nel trattamento dei linfomi e delle sindromi linfoproliferative
croniche (47 - 49). Piu recentemente il campo di utilizzo della
Fludarabina si ¢ esteso alla terapia di condizionamento al trapianto di
cellule staminali emopoietiche allogeniche ad intensita ridotta (allo-SCT

RIC), dove il farmaco viene utilizzato per le sue proprieta
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immunosoppressive (50, 51) e alla terapia di alcune malattie autoimmuni
come I’artrite reumatoide e la psoriasi (52, 53).

L’impiego della Fludarabina nella terapia delle LAM ¢ stato meno
studiato e il suo utilizzo, in associazione con una antraciclina e 1’Ara-C,
¢ stato riservato, come terapia di salvataggio o di seconda linea,
soprattutto alle LAM primariamente refrattarie alla terapia di induzione o
alle LAM ricadute (54 — 59). In questo gruppo di pazienti la terapia di
salvataggio contenente Fludarabina, si ¢ dimostrata efficace e

relativamente poco tossica (54 — 59).

1.3.1 Struttura, meccanismo d’azione e farmacocinetica

La Fludarabina ¢ un analogo delle purine, derivato dell’Ara-C,
potente chemioterapico impiegato in combinazione con le antracicline
nei comuni regimi di chemioterapia di induzione e consolidamento delle
LAM (6 — 15).

Il metabolismo del farmaco prevede diverse tappe. In primo luogo,
la Fludarabina viene defosforilata a 2F-Ara-A in ambiente extracellulare,
poi rifosforilata a 2F-Ara-ATP, in ambiente intracellulare, per azione
della deossicitidina chinasi (Figura 4). Questo metabolita attivo inibisce
la sintesi del DNA, interferendo con le polimerasi o,0 ed € e con la DNA

primasi. Il composto 2F-Ara-ATP inibisce anche la DNA primasi, la

15



DNA ligasi, la ribonucleotide redattasi e al RNA polimerasi II. 1l
risultato € una inibizione della sintesi di DNA, dei sistemi di riparo del
DNA e della crescita cellulare nonche, probabilmente, un'induzione
dell’apoptosi (Tabella 4) (60).

Due caratteristiche peculiari della Fludarabina sono il fatto che
essa ¢ resistente alla deaminazione ad opera della deossicitidina
deaminasi (Figura 5) e che non ¢ trasportata dalla glicoproteina
transmembrana P170 (60). Questo ¢ particolarmente importante
nell’ambito delle LAM, in cui I’efficacia dell’Ara-C, il farmaco cardine
della terapia di prima linea, ¢ condizionata da meccanismi di resistenza
messi in atto dalle cellule neoplastiche, che si esplicano soprattutto
mediante deaminazione dell’Ara-C ad opera della deossicitidina
deaminasi, con sintesi di uracil arabinoside (Ara-U), metabolita inattivo
della citarabina.

Dato il meccanismo d’azione della Fludarabina, ¢ stato pertanto
ipotizzato e dimostrato un sinergismo d’azione con I’Ara-C (61 — 65) e
piu in generale con 1 farmaci cosiddetti inibitori della Topoisomerasi II,
quali le antracicline e gli antracenedioni, gli alchilanti come il cis-platino
¢ le radiazioni ionizzanti. Nel primo caso I’inibizione dell’enzima
ribonucleotide  reduttasi, inducendo una  diminuzione  dei
deossinucleotidi, determina wuna aumentata attivita dell’enzima

deoxyecitidine-chinasi in grado di accelerare la trasformazione dell’ Ara-C
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nel suo metabolita attivo d-ara-CTP. Nel secondo caso I’inibizione degli
enzimi della DNA-polimerasi, DNA-ligasi e DNA-girasi, coinvolti nei
processi di riparazione del DNA, aumenterebbe 1 danni prodotti da i

farmaci inibitori delle Topoisomerasi (Figura 5).

1.4 Razionale per I’'impiego clinico della Fludarabina nella terapia di

induzione delle LAM.

Il razionale che ¢ stato seguito per valutare 1I’'impiego della
Fludarabina nella terapia di prima linea delle LAM ¢ riassunto

sinteticamente nei seguenti punti:

studi in vitro hanno mostrato che la Fludarabina ha un sinergismo
d’azione con I’Ara-C e con i farmaci inibitori della Topoisomerasi
I1, quali le antracicline e gli antracenedioni e gli alchilanti;

- la Fludarabina ha un’attivita mielotossica, sia pur moderata;

- la Fludarabina, in vitro, non appare essere un farmaco Pgp

dipendente.

- regimi di salvataggio includenti la Fludarabina si sono rivelati
efficaci e relativamente poco tossici nei pazienti con LAM

refrattari e ricaduti dopo terapia convenzionale.

17



Sulla base di tali premesse, ¢ stato ritenuto ragionevole andare a valutare,
in vivo, se I’'impiego di un agente antiblastico non MDR-correlato quale
la Fludarabina combinato con 1’Ara-C e una antraciclina, poteva essere
un’ alternativa concreta per cercare di superare il problema della
farmacoresistenza Pgp-mediata e migliorare I’efficacia della terapia di
induzione nelle LAM. Sono stati quindi pianificati degli studi clinici
sperimentali prospettici al fine di valutare:
- la tollerabilita e I’efficacia di un regime includente Fludarabina + Ara-
C + Idarubicina (FLAI) in pazienti con LAM di nuova diagnosi e di eta
inferiore ai 65 anni. Lo studio pilota di fase II, AML 97, ha permesso di
evidenziare che il FLAI ¢ uno schema di induzione efficace e poco
tossico, in particolare per cid che riguarda gli effetti collaterali
extraematologici (66);

- la superiorita di tale regime includente Fludarabina rispetto ad uno
schema di terapia di induzione convenzionale (ICE). I risultati dello
studio multicentrico, randomizzato di fase III hanno confermato questa
ipotesi (67);

- D’efficacia di FLAI nel subset dei pazienti con LAM-MDR-Pgp-

positivi (68).
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2. MATERIALI E METODI

2.1 Induzione della RC (FLAI)

Il ciclo di induzione impiegato nell’ambito dei tre studi

multicentrici sopra citati era cosi disegnato:

FARMACO DOSE GIORNI

Fludarabina 30 mg/m°/die per 5 giorni consecutivi
Ara-C 2 g/m°/die per 5 giorni consecutivi

Idarubicina 12 mg/m°/die giorni 1,3,5

2.1.1 La strategia terapeutica post-induzione

Nei pazienti arruolati negli studi clinicit AML 97, AML 99 e AML
02 la terapia di induzione era seguita da uno o due cicli di
consolidamento, rappresentati da un secondo ciclo FLAI di tre giorni,
seguito da un ciclo MEC (Mitoxantrone, Ara-C ed Etoposide) nel
protocollo AML 97 e da due cicli contenenti Ara-C ad alte dosi nei
protocolli AML 99 e AML 02. Successivamente, 1’intensificazione
prevedeva di portare ad allo-SCT tutti 1 pazienti di eta inferiore a 55
anni, con un donatore HLA compatibile ¢ con una malattia ad alto
rischio (leucocitosi e/o cariotipo sfavorevole e/o iperespressione della
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Pgp). In tutti gli altri casi, ove possibile, era prevista una raccolta di
cellule staminali autologhe dopo il terzo consolidamento e un successivo

auto-SCT.

2.2 Valutazione immunofenotipica dell’espressione della MDR-Pgp

nei blasti mieloidi delle LAM

Lo studio della Pgp, codificata dal gene MDR;, puod essere
effettuato con differenti metodiche (immunofenotipiche,
immunoistochimiche, molecolari e/o mediante saggi funzionali). Per
definire ’espressione della Pgp, la metodica impiegata nei nostri studi si
basava sulla determinazione dell’immunofenotipo delle cellule
leucemiche mediante 1’impiego di un anticorpo monoclonale specifico
(MRK-16 [Kamiya]), diretto verso un epitopo extracellulare della Pgp
(22). Le cellule mononucleate prelevate dal midollo osseo dei pazienti
leucemici, venivano separate su un gradiente di Ficoll, in modo da
ottenere almeno 1 x 10° cellule blastiche. Dopo un fissaggio in
paraformaldeide e due lavaggi in siero, le cellule blastiche venivano
incubate con I’anticorpo MRK-16 (2 ug/ml) e successivamente con un
secondo anticorpo fluorescinato, in grado di legarsi all’anticorpo MRK-
16. L’analisi citofluorimetrica permetteva quindi di misurare la
fluorescenza delle cellule incubate con MRK-16 espressa a sua volta
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come Indice di Fluorescenza Medio (Mean Fluorescenze Index, MFI),
risultante dal rapporto tra la fluorescenza media delle cellule del
campione in esame e la fluorescenza media del campione di controllo.
L’analisi citofluorimetrica dell’espressione della Pgp ¢ stata preferita alla
misurazione semplice del numero di cellule positive con la metodica di
immunocitochimica, in quanto tale metodica ¢ in grado di fornire una

misura oggettiva dell’espressione della Pgp (22).
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3. RISULTATI

3.1 | protocolli di terapia

3.1.1 1l protocollo AML 97

Lo studio clinico AML 97 era uno studio pilota fase II basato
sull’impiego del FLAI nella terapia di induzione e consolidamento di
pazienti con LAM di nuova diagnosi e di eta inferiore a 65 anni. Gli
obiettivi principali dello studio erano: valutare la fattibilita, I’efficacia
(%RC) e la tossicita del FLAI e valutare, dopo terapia di induzione e
consolidamento, la fattibilita della procedura di raccolta delle PBSC.

In questo studio erano stati arruolati 45 pazienti affetti da LAM
all’esordio, di eta inferiore ai 65 anni, e 1 risultati erano cosi riassumibili
(66):

- la RC dopo un ciclo FLAI veniva ottenuta nel 71% di casi,

- la tossicita ematologica risultava comparabile a quella di altri

regimi convenzionali;

- la tossicita extraematologica, in particolare quella sul tubo

digerente non risultava rilevante;
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- la sopravvivenza libera da malattia proiettata in 4 anni era
stimabile nell’ordine del 38%, dopo un tempo mediano di
osservazione di 26 mesi (range 2 — 74);

- la frequenza e la durata della RC nei 18 pazienti MDR-Pgp
positivi, iperesprimenti la Pgp (MFI >6), risultava del tutto
comparabile a quella dei 27 pazienti MDR-Pgp negativi,
ipoesprimeti la Pgp (MFI <6);

- nessun parametro analizzato (sesso, eta, numero di leucociti,
anomalie del cariotipo ed espressione della Pgp) risultava essere

significativamente correlato con la RC e la sua durata.

3.1.2 1l protocollo AML 99

Lo studio clinico AML 99 era uno studio randomizzato di fase III
volto al confronto di due diversi tipi di chemioterapia di induzione
(FLAI e ICE [Idarubicina (10 mg/m*/die per 3 giorni, gg 1, 3, 5), Ara-C
(100 mg/m*/die in perfusione continua per 10 giorni consecutivi) ed
Etoposide (100 mg/m?/die per 5 giorni consecutivi]) in pazienti con
LAM di nuova diagnosi e di eta inferiore ai 60 anni (67). Gli obbiettivi
dello studio erano:

- determinare 1’efficacia del FLAI e del’ICE in termini di

frequenza e durata della RC;
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- valutare in modo comparativo la tossicita ematologica ed
extraematologica del FLAI vs ICE;

- valutare I’efficacia del FLAI vs ICE nei pazienti MDR positivi.

In questo studio erano stati randomizzati 112 pazienti: 57 trattati con
FLAI e 55 con ICE.
I risultati di questo studio erano cosi riassumibili:

- la percentuale di RC con lo schema FLAI risultava piu alta
rispetto a quella ottenuta con I’'ICE (74% vs 51%; p=0.01) e del
tutto sovrapponibile rispetto a quella ottenuta nello studio
precedente AML 97;

- la tossicita ematologica del FLAI risultava significativamente
inferiore a quella osservata per I’'ICE;

- la tossicita extraematologica del FLAI intesa come eventi di grado
II-IV - WHO risultava significativamente inferiore a quella
dell’ICE, soprattutto per quando riguarda I’incidenza di effetti
collaterali sul tubo digerente (diarrea, nausea, vomito, mucosite);

- con un follow up mediano di 17 mesi, I’OS globale a 4 anni era
del 32% in entrambi 1 gruppi (Figura 6). Il DFS a 4 anni era del
31.5% nel braccio FLAI, e del 44% nel braccio ICE (Figura 6). Di
tutte le variabili biologiche analizzate soltanto la citogenetica si
dimostrava un fattore predittivo di OS per 1 pazienti con cariotipo

normale o con inv(16) e t(8; 21), rispetto agli altri;
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- suddividendo 1 pazienti in base all’espressione del’MDR si
osservava un trend verso una maggiore percentuale di RC nei
pazienti MDR positivi trattati con FLAI rispetto ai pazienti trattati
con ICE e, similmente, un OS tendenzialmente superiore (Figura
7). 1 numeri, tuttavia, erano troppo piccoli e il follow up ancora
troppo breve per trarre conclusioni significative, ma questo dato
poteva essere interpretato come indicativo di un’azione efficace

della Fludarabina nel superamento dell’effetto dell’MDR.

3.1.3 Protocollo clinico AML 02

Con lo scopo di migliorare la percentuale di RC rispetto ai protocolli
AML 97 e AML 99 ¢ stato disegnato il protocollo AML 02, in cui veniva
aggiunto un quarto farmaco nella terapia di induzione (Etoposide), con
I’obiettivo di valutare se questo poteva incrementare la percentuale di
RC.

I risultati dello studio non sono ancora stati pubblicati.
Sinteticamente, FLAIE non ¢ risultato superiore al FLAI in termini di
RC (72%) e la sua tossicita ¢ risultata lievemente superiore a quella del

FLAL
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3.2 Fludarabina e MDR

Dei 203 pazienti con LAM di nuova diagnosi e di eta < a 65 anni
trattati con un regime includente Fludarabina (FLAI / FLAIE)
consecutivamente arruolati nei protocolli AML 97, AML 99 e AML 02,
sono stati selezionati 106 pazienti per i1 quali erano disponibili 1 dati
clinici (eta al momento della diagnosi e sesso) e biologici (numero di
leucociti, cariotipo, espressione della Pgp), nonché un follow up
adeguato di almeno 24 mesi, per eseguire una analisi statisticamente
accurata con |’obiettivo di verificare il ruolo della Fludarabina nella
terapia delle LAM a fenotipo MDR-Pgp positivo (38).

Le caratteristiche cliniche e biologiche dei 106 pazienti analizzati
sono riportate nella Tabella 5. In particolare, 39 pazienti (37%)
mostravano una iperespressione della Pgp e il 67 pazienti (63%)
risultavano  Pgp negativi. Nell’ambito dei fattori  biologici
prognosticamente rilevanti, 1 pazientt MDR-Pgp positivi mostravano piu
spesso un cariotipo sfavorevole (46% Vs 21%; p= 0.006). Non vi erano,
invece, differenze significative per quanto riguarda gli altri parametri
biologici. La terapia di induzione contenente Fludarabina ha portato in
RC 74 pazienti su 106 (70%); il 28% dei pazienti (30/106) ¢ risultato
primariamente resistente e il 2% dei pazienti (2/106) ¢ deceduto durante

il ciclo di induzione (Tabella 6). La risposta alla terapia di induzione nei
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106 casi trattati con regime di induzione includente Fludarabina e nei
106 controlli trattati con regime di induzione convenzionale, rispetto al
fenotipo MDR-Pgp ¢ riportata nella Tabella 7. Si pud osservare che la
percentuale di pazienti che ottengono una RC dopo un ciclo di
FLAI/FLAIE (casi) ¢ risultata sovrapponibile sia nei pazienti MDR
positivi che nei pazienti MDR negativi (61% vs 75%; p=0.16). Al
contrario, nei pazienti trattati con regime convenzionale non includente
Fludarabina (controlli), la percentuale di RC nei pazienti iperesprimenti
la Pgp ¢ risultata significativamente inferiore rispetto a quella che si
osserva nei pazienti non iperesprimenti la Pgp (44% vs 67%; p=0.02).
Nella Tabella 8 ¢ riportata la risposta all’induzione nei pazienti MDR-
Pgp positivi e in quelli MDR-Pgp negativi, rispetto alla terapia ricevuta.
Il dato piu interessante ¢ rappresentato dal fatto che la percentuale piu
bassa di risposte ¢ stata ottenuta nei pazienti iperesprimenti la Pgp e
trattati con un regime di induzione non includente Fludarabina (17/39;
44%). Questa percentuale ¢ risultata inferiore rispetto a quella dei
pazienti MDR-Pgp positivi trattati con FLAI7FLAIE (24/39; 61%:;
p=0.11). L’analisi univariata e multivariata eseguite sulle variabili
cliniche e biologiche hanno dimostrato un impatto prognostico sulla RC
del cariotipo (univariata; p=0.007) e del fenotipo MDR-Pgp (univariata e

multivariata; p=0.007) (Tabelle 9 e 10).
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Nella Figura 8 sono riportati I’OS e il DFS dei 212 pazienti inclusi
nell’analisi, in base alla terapia di induzione ricevuta. L’OS e il DFS a 4
anni sono risultati superiori nei pazienti trattati con regimi di induzione
includenti Fludarabina [OS a 4 aa: 40.6% (95% CI 26.2-55.0) vs 30.2%
(95% CI 19.1-41.2), p=0.05; DFS a 4 aa: 33.6% (95% CI 20.1-47.2) vs
17% (95% CI 8.2-25.9), p=0.06]. L’analisi effettuata in base al fenotipo
MDR ha mostrato che I’OS ed il DFS dei pazienti MDR-Pgp positivi
rispetto a quelli MDR-Pgp negativi trattati con regimi di induzione
includente Fludarabina sono risultati sovrapponibili [OS a 4 aa: 33.5%
(95% CI 12.8-54.2) vs 46.2% (95% CI 26.6—65.6), p=0.27; DFS a 4 aa:
28.1% (95% CI 6.1-50.0) vs 33.8% (95% CI 17.0-50.5), p=0.67]. Al
contrario, I’0OS ed il DFS dei pazienti trattati con regimi convenzionali,
non includenti Fludarabina sono risultati significativamente migliori nei
pazienti non iperesprimenti la Pgp rispetto a quelli iperesprimenti la Pgp
[OS a 4 aa: 40.0% (95% CI 24.8-55.3) vs 9.6% (95% CI 0 — 21.3),
p=0.0006; DFS a 4 aa: 18.8% (95% CI 7.5-30.2) vs 6.5% (95% CI 0 —
17.4), p=0.007]. Nelle Figure 9 e 10 sono riportati 1 dati di
sopravvivenza rispetto alla terapia di induzione ricevuta: ’OS e il DFS
dei pazienti MDR-Pgp positivi sono risultati significativamente superiori
quando ¢ stato impiegato un regime di induzione includente Fludarabina
[OS a 4 aa: 33.5% (95% CI 12.8-54.2) vs 9.6% (95% CI 0-21.3),

p=0.01; DFS a 4 aa: 28.1% (95% CI 6.1-50.0) vs 6.5% (95% CI 0-17.4),
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p=0.004 — Figura 9]. Questa stessa differenza significativa non ¢ stata
trovata nei pazientt MDR-Pgp negativi [OS a 4 aa: 46.2% (95% CI1 26.6—
65.6) vs 40.0% (95% CI 24.8-55.3), p=0.51; DFS a 4 aa: 33.8% (95% CI

17.0-50.5) vs 18.8% (95% CI 7.5 — 30.2), p=0.65 — Figura 10].
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3.3 Le complicanze infettive durante la terapia con regimi di

induzione includenti Fludarabina

Come precedentemente sottolineato, la Fludarabina, ¢ un analogo
delle purine, largamente utilizzato nella terapia delle Sindromi
Linfoproliferative Croniche e dei Linfomi indolenti, dove da sola o
combinata alla chemio-immunoterapia (alchilanti, antracicline,
rituximab), ha permesso il raggiungimento di risultati soddisfacenti in
termini di remissioni complete e sopravvivenza libera da malattia (47 —
49, 69 - 72). Dall’analisi dei risultati degli studi sull’impiego della Fluda
nelle Sindromi Linfoproliferative Croniche, emerge, tuttavia, un aspetto
importante, relativo alla tossicita infettiva osservata in questi pazienti. In
particolare, le caratteristiche della malattia, che, specie nelle fasi piu
avanzate, si accompagna ad un elevato grado di immunosoppressione
riguardante sia il compartimento B che T linfocitario, assieme alle
proprieta immunosoppressive della Fluda, hanno contribuito ad
incrementare in modo significativo I’incidenza di infezioni da germi
opportunisti, funghi e virus come CMV (69 - 72). In alcune casistiche
I’incidenza di queste complicanze puo superare anche il 50% dei casi (69
- 72).

Noi pensiamo, pertanto, che una certa reticenza da parte dei

Clinici sull’impiego estensivo di regimi di induzione per le LAM

30



contenenti Fluda possa essere in parte spiegata dal timore che questi
regimi di induzione possano contribuire ad incrementare il rischio di
infezioni soprattutto fungine, in una popolazione di pazienti per
definizione ad alto rischio di sviluppare una Infezione Fungina Invasiva
(IFT). E, d’altra parte, riteniamo che una IFI in un paziente affetto da
LAM, rappresenti un vero “disastro”, perché ¢ gravata da una elevata
morbilita e mortalita (73 — 75) e perché spesso causa un inevitabile
ritardo nel programma terapeutico del paziente, incrementando il rischio
di recidiva o compromettendo I’esecuzione di terapia ad alte dosi,
seguita da reinfusione di cellule staminali autologhe o allogeniche.
Questa ipotesi ¢ stata il presupposto per raccogliere
retrospettivamente 1 dati di 224 pazienti affetti da LAM di nuova
diagnosi ed eta inferiore a 65 aa, consecutivamente trattati con un regime
di induzione includente Fluda, nell’ambito dei tre studi clinici controllati
precedentemente illustrati dal 1997 al 2002 (AML97, AML99 e AML02)
e valutare D’incidenza di infezioni batteriche e fungine durante

I’induzione e il primo consolidamento.
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3.3.1. Caratteristiche cliniche dei pazienti, strategia di profilassi e

terapia delle infezioni durante la neutropenia.

Le caratteristiche di questo gruppo di pazienti sono riportate nella
Tabella 11. In particolare 135 pazienti (60%) sono stati trattati secondo
lo schema FLAI [AML97 (n=70) e AML99 (n=65)] e 89 pazienti (40%)
secondo lo schema FLAIE (AMLO2). E’ importante sottolineare che la
gestione clinica di questi malati ¢ stata uniforme per tutto il periodo di
osservazione, in quanto gli 11 Centri Ematologici italiani che hanno
partecipato agli studi clinici hanno adottato le stesse misure di profilassi
e terapia delle infezioni. In particolare, tutti 1 pazienti hanno ricevuto una
profilassi antibatterica e antifungina (chinolonico ed itraconazolo,
rispettivamente) durante la durata della neutropenia; il fattore di crescita
granulocitario ¢ stato utilizzato per accellerare il recupero dei
polimorfonucleati, solo in caso di infezione clinicamente significativa.
Al momento del ricovero, tutti 1 pazienti sono stati sottoposti a tamponi
ed emocolture di sorveglianza, cosi come ad una radiografia del torace,
che ¢ stata successivamente ripetuta ogni settimana. Il “work up”
diagnostico in caso di febbre ¢ sempre stato omogeneo in tutto il gruppo
di pazienti. In sintesi, in caso di febbre (una puntata > 38.5°C o almeno
due puntate consecutive > 38°C), veniva iniziata una terapia antibiotica

ad ampio spettro (penicillina o cefalosporina, in associazione o meno con
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aminoglicoside). In caso di positivita di esami colturali, la terapia
antibiotica empirica, veniva sostituita dalla terapia antibiotica mirata. In
caso di febbre persistente da piu di 5 giorni, nonostante terapia
antibiotica empirica ed in assenza di segni/sintomi riferibile ad infezione
localizzata, la terapia antifungina veniva iniziata in relazione alla politica
di ciascun Centro (amfotericina B desossicolato, amfotericina B
liposomiale, voriconazolo, caspofungin).

La definizione di infezione batterica richiedeva I’isolamento di
batteri Gram positivi o negativi nelle emocolture. La diagnosi di IFI
possibile, probabile o certa, veniva effettuata sulla base dei dati clinici,
radiologici e microbiologici (76, 77; Tabella 12).

Il tasso di RC si ¢ confermato compreso tra il 67% ed il 72%,
senza alcuna differenza significativa nei tre gruppi di pazienti. Dal 2000,
per il miglior inquadramento diagnostico delle IFI, tutti i pazienti con
FUO resistente a terapia antibiotia empirica sono stati sottoposti ad una
TAC del torace ad alta risoluzione (78, 79). A partire dal 2002, un
prelievo di sangue periferico per la valutazione dell’antigene
galattomannano ¢ stato effettuato sempre piu estensivamente in tutti i
pazienti al momento dell’insorgenza della febbre e ogni 48 ore, fino a
risoluzione del quadro (79). In caso di evidenzia radiologica di infezione

polmonare, una broncoscopia con BAL ¢ stata quasi sempre eseguita.
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3.3.2 Risposta alla terapia di induzione e tossicita

In Tabella 11 ¢ riportata la risposta alla terapia di induzione in
termini di RC, decessi in induzione e non risposta. Come atteso, non ci
sono state differenze significative nei tre gruppi di pazienti. Anche la
tossicita ematologica ed extraematologica ¢ stata paragonabile nei
pazienti arruolati nel protocollo AML97, AML99 e AMLO02. Il tempo
mediano di recupero di un numero di polimorfonucleati > 1.000/mmc e
di piastrine > 100.000/mmc ¢ stato di 26 (19-60) e 28 (19-72) giorni,
rispettivamente. Il numero di episodi di tossicita extraematologica di
grado I1I-IV WHO ¢ stato di 6, 5 e 10 nei protocolli AML97, AML99 e

AMLO2, rispettivamente.

3.3.3. Incidenza di infezioni batteriche e fungine durante la terapia di

induzione.

L’incidenza di febbri di origine ignota (FUO) e delle infezioni
batteriche e fungine durante la terapia di induzione ¢ riportata in Tabella
13. Centosedici pazienti su 224 (65%) hanno sviluppato una FUO, 30
(13%) e 47 (21%) una infezione batterica sostenuta da Gram negativi e
positivi, rispettivamente. Il 6% dei pazienti (14/224) ha sviluppato una

IFI possibile e il 4% (10 pazienti) una IFI probabile o certa. In
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particolare, le IFI certe sono state sostenute da A. species (4 episodi di
polmonite), A. fumigatus (1 episodio di polmonite), A. flavus (1 episodio
di polmonite), C. galbrata (1 episodio di infezione del CVC) e C. krusei
(1 episodio di polmonite). Dei pazienti che hanno sviluppato una IFI
certa durante I’induzione, 3 hanno ottenuto una RC, 4 sono risultati
resistenti ¢ 1 ¢ deceduto durante I’induzione (sepsi da C. glabrata, con
infezione del CVC). L’IFI si ¢ risolta in solamente nei tre i pazienti che
hanno ottenuto la RC (1 polmonite da A. fumigatus e 3 polmoniti da A.

species).

3.3.4. Incidenza di infezioni batteriche e fungine durante la terapia di

consolidamento.

Duecentoquattordici pazienti su 224 (95%) consecutivamente
trattati con un regime di induzione includente Fluda sono stati sottoposti
ad un primo ciclo di consolidamento (Tabella 14). I consolidamento ¢
stato FLAI-3 o MEC-4 in 47 e 20 pazienti, rispettivamente (AML97);
HD-AC in 63 pazienti (AML99); e Ida-HD-AC in 84 pazienti (AMLO02).
L’incidenza di FUO, infezioni da Gram negativi e positivi ¢ stata del
35% (75/214), 20% (43/214) e 19% (40/214), rispettivamente. Rispetto
all’induizione, 1’unica differenza significativa ¢ stata osservata per

quanto riguarda I’incidenza di FUO (65% vs 35%, p=0.0001, Tabella
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14). 11 3% dei pazienti (6/214) ha sviluppato una IFI possibile. Gli
episodi di IFI certa sono stati 5 (incidenza di IFI probabili/certe: 2%). In
particolare, sono stati registrati 3 episodi di polmonite da A. fumigatus, 1
episodio di sepsi da Fusarium spp. Ed un episodio di sepsi con
localizzazioni epatospleniche da C. albicans. I 5 pazienti che hanno
sviluppato una IFI certa dopo il consolidamento non sono risultati gli
stessi che avevano sviluppato una IFI certa durante 1’induzione. L’IFI si
¢ risolta solamente in uno dei tre pazienti in RC al momento del
consolidamento (sepsi da C. albicans con localizzazioni epato-
spleniche). Negli altri 2 pazienti in RC (2 polmoniti da A. fumigatus) e
nei 2 pazienti resistenti (1 polmonite sa A. fumigatus e 1 sepsi da

Fusarium spp.) I’'IFI non si ¢, invece, risolta.
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4. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Negli ultimi 30 anni la terapia ‘“convenzionale” delle LAM ¢
rimasta sostanzialmente invariata e con essa anche 1 risultati che sono
stati ottenuti. Alla base di tutto cid vi sono dei motivi che solo in parte
sono conosciuti. Crediamo che le principali ragioni dell’insufficiente
progresso della terapia delle LAM possano essere individuate nella non
completa conoscenza dei meccanismi biologici della leucemogenesi e
nella mancanza di farmaci selettivi ed efficienti contro le cellule
leucemiche.

La combinazione di Citosina Arabinoside con
un’antraciclina rimane ancora il gold standard della terapia delle LAM.
Nel corso degli anni si € cercato di migliorare D’efficienza di tale
combinazione utilizzando 1’Ara-C a dosi intermedio-alte o aggiungendo
un terzo farmaco (Etoposide, 6-Tioguanina), ma questi tentativi sono
risultati sostanzialmente vani. A fronte di un incremento, quasi mai
significativo, della frequenza e delle durata delle RC, si ¢ registrato,
quasi sempre, un incremento della tossicitd ematologica e soprattutto
extra-ematologica con relativo incremento della morbilita e mortalita (6
— 15, 80 - 82).

A partire dagli anni 90 la ricerca dell’intensificazione della terapia

di induzione delle LAM ¢ stata progressivamente abbandonata in luogo
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della ricerca di terapie, se non piu efficienti, sicuramente piu selettive e
meno tossiche. In questo diverso scenario, che ha come modello la
diagnosi e la terapia della LAM promielocitica, s’inquadrano i
moltissimi studi biologici sui meccanismi di farmacoresistenza e le
altrettanto numerose esperienze cliniche che sono state portate avanti e
che vengono eseguite con il fine principale di ottimizzare la terapia
convenzionale (18 — 46). E’ con questa finalita che ¢ stato sperimentato
I’uso dei “revertanti” (ciclosporina-A, PSC 833, Dx Verapamil, ATRA),
molecole in grado di inibire 1’attivita di pompa della Pgp (43 — 45), ed ¢
con questa finalita che 1’Idarubicina e il Mitoxantrone vengono sempre
piu spesso impiegati al posto della “vecchia” Daunorubicina, la prima
perché piu efficiente in vitro sulle cellule leucemiche MDR/Pgp-positive
(21, 23), il secondo perché meno cardiotossico (23). L’esperienza
sull’impiego della Fludarabina nel trattamento di prima linea delle LAM,
al momento in cui viene intrapresa, s’inquadra nello scenario
sopradescritto e matura come conseguenza clinica degli studi biologici
sui meccanismi di multidrug-resistance delle leucemie, portati avanti
negli ultimi 10 anni (19 — 22, 24 — 42).
Il razionale dell’impiego della Fludarabina in associazione con
I’Idarubicina e 1’Ara-C ¢ riassumibile come segue:
- la Fludarabina mostra una attivita mielotossica non dipendente

dalla Pgp.
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- la Fludarabina mostra, almeno in vitro, un sinergismo con 1’Ara-
G
- per il suo particolare metabolismo, la Fludarabina potenzia
I’effetto citotossico dell’ Ara-C;
Gli obbiettivi principali degli studi clinici includenti la Fludarabina nella
terapia di induzione delle LAM erano:
- incrementare 1l rate e la durata delle RC;
- aumentare 1’efficacia della terapia di induzione nel gruppo dei
pazienti MDR-positivi;
- ridurre la tossicita d’organo;
- permettere, a quanti piu pazienti possibili, di accedere a
programmi di intensificazione della terapia basati sul trapianto

autologo o allogenico di cellule staminali emopoietiche.

I risultati dei protocolli AML 97 (66), AML 99 (67) e AML 02
hanno mostrato che FLAI ¢ regime efficiente, in grado di indurre, da
solo, la RC nel 71 - 74 % dei pazienti con LAM alla diagnosi e di eta
inferiore a 65 anni. Contemporaneamente, il FLAI ¢ risultato un regime
di induzione relativamente poco tossico, dato il basso numero di decessi
in induzione e la ridotta frequenza e severita degli effetti collaterali, con
particolare riferimento a quelli riguardanti il tratto gastroenterico.

Inoltre, 1 risultati dello studio multicentrico randomizzato AML 99
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hanno mostrato che il FLAI ¢ superiore all’ICE nell’indurre la RC (74%
vs 51%; p=0.01) e significativamente meno tossico sia da un punto di
vista ematologico che extraematologico.

Per quanto riguarda I’ipotesi che la Fluda possa incrementare il
rischio di infezioni batteriche e fungine nei pazienti con LAM, I’analisi
retrospettiva condotta sulla casistica di 224 pazienti consecutivamente
trattati con regimi di induzione includenti Fluda, ha contribuito a chiarire
che questo farmaco non determina un aumentato rischio infettivo in
questi  pazienti. In  particolare, 1’incidenza di  infezioni
microbiologicamente documentate durante 1’induzione ¢ risultata pari al
39%, con una incidenza di IFI probabili/certe del 4% (Tabella 13).
Questo dato si confronta con quanto riportato in letteratura in casistiche
storiche, relative a pazienti trattati con regimi di induzione
convenzionali, nelle quali I’incidenza di infezioni microbiologicamente
documentate varia dal 36% ad oltre 1l 70% (83 — 86). In particolare, nella
nostra casistica, 1’incidenza delle IFI dopo induzione e primo
consolidamento si attesta al 7% (15 episodi/224 pazienti). Questo dato
appare non certamente superiore all’incidenza del 12%, riportata in uno
dei piu recenti e vasti studi italiani, durante 1’intero programma
terapeutico, con 1’esclusione delle procedure trapiantologiche (74) e si
confronta con 1’8% riportato in uno studio francese del 2002 (87). Alla

base di questa relativa ridotta incidenza di IFI si puo pensare che sia
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coinvolta la bassa tossicita ematologica (durata della neutropenia) ed
extra-ematologica (mucosite) osservata con il FLAI/FLAIE. Questo
studio retrospettivo ha contribuito, inoltre, a chiarire un altro punto
fondamentale, e cio¢ che I’impiego di Fluda durante 1’induzione non
sembra incrementare 1l rischio di infezioni durante il primo
consolidamento (Tabella 14). L’unica differenza significativa osservata
rispetto  all’induzione, ¢ stata, infatti, [D’incidenza di FUO,
comprensibilmente piu elevata in induzione (65% Vs 35%; p< 0.0001).
L’analisi separata delle complicanze infettive nei quattro diversi tipi di
consolidamenti (FLAI-3, MEC-4, HD-AC, Ida-HD-AC) ha mostrato
solamente un’ incidenza di FUO maggiore nei consolidamenti contenenti
Ara-C ad alte dosi ed una incidenza di IFI possibili/probabili/certe
minore nei pazienti trattati con FLAI-3 (0% vs 7%; p=n.s.). Quest’ultimo
dato, anche se non statisticamente significativo, potrebbe essere correlato
alla breve durata della neutropenia nei 47 pazienti consolidati con FLAI-
3, rispetto ai 167 pazienti consolidati con regimi non includenti Fluda
(12 gg [range 10-20[ vs 22 giorni [range 15 — 36]).

Per quanto concerne I’efficacia del FLAI nei pazienti MDR-Pgp
positivi, gia lo studio AML 97 aveva suggerito che il FLAI fosse
ugualmente efficace nei pazienti iperesprimenti la Pgp rispetto a quelli
ipoesprimenti la Pgp. E’ interessante notare che, nell’ambito del

protocollo AML 99, restringendo 1’analisi ai pazienti per 1 quali era
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disponibile il dato dell’espressione della Pgp, si osservava un trend verso
una migliore risposta e sopravvivenza dei pazientt MDR-Pgp positivi
trattati con FLAI, rispetto a quelli trattati con ICE. Questo dato potrebbe
essere interpretato come una migliore efficacia della combinazione
includente Fludarabina nel gruppo di pazienti che potrebbero risultare
primariamente resistenti alla chemioterapia convenzionale.

L’aggiunta di un quarto farmaco (Etoposide) alla combinazione
del FLAI nel protocollo AML 02 ¢ stata motivata dal desiderio di
incrementare il numero di RC dopo un solo ciclo di terapia di induzione.
I risultati di questo studio suggeriscono che la percentuale di RC non sia
inferiore al 70-72% registrato negli studi precedenti, e che 1’aggiunta
dell’ Etoposide possa determinare un lieve aumento della tossicita sia
ematologia che extra-ematologica, senza aumentare significativamente il
numero di pazienti responsivi.

Con I’obiettivo di valutare 1’efficacia del FLAI nei pazienti
iperesprimenti la Pgp, rispetto a quelli non iperesprimenti la Pgp,
abbiamo analizzato 1 dati relativi a 106 pazienti, consecutivamente
trattati con FLAI / FLAIE nei protocolli clinicic AML 97, AML 99 e
AML 02, per 1 quali erano disponibili tutti 1 dati clinici (eta al momento
della diagnosi e sesso) e biologici (numero di leucociti, cariotipo,
espressione della Pgp), nonché un follow up adeguato di almeno 24

mesl, per eseguire una analisi statisticamente accurata. Questi 106 casi
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sono stati accoppiati, in uno studi caso-controllo, a 106 pazienti
(controlli), trattati in induzione con un regime convenzionale, non
includente Fluda. Come gia descritto in precedenza, non si sono
osservate differenze in termini di RC, DDI e NR per 1 pazienti MDR-Pgp
positivi rispetto a quelli MDR-Pgp negativi, trattati con FLAI/FLAIE.
Questo non € avvenuto per i pazienti trattati con regimi convenzionali,
nei quali il rate di RC, DDI e NR ¢ risultato significativamente piu
sfavorevole nei MDR-Pgp positivi vs MDR-Pgp negativi (Tabella 7,
p=0.03). Questi risultati si sono tradotti in un OS e DFS
significativamente migliori quando, nei pazienti MDR-Pgp positivi ¢
stato impiegato un regime di induzione includente Fluda (Figure 9 e 10).
L’analisi univariata e multivatriata ha confermato il peso prognostico
negativo dell’iperespressione della Pgp (Tabelle 9 e 10).

L’esperienza clinica sull’impiego della Fludarabina nella terapia di
induzione delle LAM ha contribuito, a nostro avviso, a confermare che
esiste teoricamente un regime di induzione in grado di superare la
farmacoresistenza MDR-Pgp mediata. Questa osservazione deriva, in
particolare, dal dato di efficacia del FLAI nel sottogruppo di pazienti a
fenotipo MDR-Pgp positivo che ¢ risultata sovrapponibile a quella
riscontrata nel sottogruppo di pazienti a fenotipo MDR-Pgp negativo.
Questi risultati meritano di essere approfonditi con ulteriori studi

prospettici, su un maggior numero di pazienti. Quello che ci sembra
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importante sottolineare ¢ che gli studi clinici futuri, indirizzati alla
definizione dei fattori prognostici delle LAM alla luce delle diverse
terapie di induzione, dovranno necessariamente includere nel pannello di
valutazione basale di un paziente con LAM, lo studio del fenotipo MDR.
I risultati della nostra esperienza, confermati anche da altri lavori
presenti in letteratura, suggeriscono, infatti, che il fenotipo MDR-Pgp
potrebbe aiutare ad ottimizzare la stratificazione dei pazienti in gruppi di
rischio ben definiti e, soprattutto nei pazienti a cariotipo normale, aiutare
il clinico a scegliere la migliore strategia terapeutica. Tutto questo si
rivela di grande attualita nel campo della terapia delle LAM. L’efficacia
sia dei farmaci tradizionali, da soli o in combinazione con anticorpi
monoclonali (anti CD33) (88, 89) sia dei nuovi farmaci target molecolari
(90, 91) sembra, infatti, influenzata dall’attivita della Pgp. In particolare,
alcune di queste nuove molecole (imatinib e altri inibitori delle tirosin-
chinasi) sono ora disponibili in clinica e I’effetto dell’attivita della Pgp

sul loro metabolismo necessita di ulteriori studi.
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Tabella 1: La Classificazione FAB delle LAM

Frequenza | Morfologia Citochimica Immunofenotipo
(%) di Membrana
M1 Mieloblastica 18 CB (tipo I e II) > |Perossidasi o|CD13, CD33,
senza maturazione 90% Sudan B (> 3% |MPO7, (CD14)
CB +)
M2 Mieloblastica 35 CB (tipo I e II) <|Perossidasi o |CD13, CD33,
con maturazione 90%; PMC, MC,|Sudan B (> 20% | MPO7
MMC e PMN >|CB+)
10%;
Mo <20%
M3 Promielocitica:
- Tipica 9 CB ipergranulate
tipo PMC con
numerosi bastoncelli
di Auer Perossidasi o CD13, CD33,
- Microgranulare 1 Sudan B MPO7
CB con nuclei
fogliacei  bi-multi
lobati, con fini
granuli. Rare CB
ipergranulate
M4 20 CB (tipo I e II) e |Perossidasio CD13, CD33,
Mielomonoblastica altre cellule | Sudan B CD14
granulocitarie  piu | Nasde NaF
mature < 80% parzialmente
resistenti, Anae
M5 Monoblastica
Mb5a-senza 7 Monoblasti > 80%
maturazione Nasde NaF | CD14, CD13,
6 Monoblasti, sensibili, Anae CD33
MS5b-con maturazione promonociti e
Mo > 80%
M6 Eritroblastica 3 EB > 50% e CB|Pas(EB) CD42
(tipo I e II) > 30% | Perossidasi o
delle cellule non |Sudan B
eritroidi
M7 1 CB (tipo I e tipo |Per ossidasi | CD41
Megacarioblastica linfoide) > 30%; | piastrinica
fibrosi marcata

I blasti tipo I e tipo II sono caratterizzati rispettivamente da assenza e presenza di granulazioni

citoplasmatiche. Per la citochimica e per I’immunofenotipo di membrana sono elencati gli elementi
piu comuni e piu utili per la diagnosi
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Tabella 2: Classificazione WHO delle LAM

1. Leucemia acuta mieloide con anomalie genetiche ricorrenti

e Leucemia acuta mieloide con t(8;21)(q22;q22) (AMLI1/ETO)

e Leucemia acuta mieloide con eosinofilia del midollo osseo e inv(16)(p13q22)
o t(16;16)(q13;q922), (CBFB/MYHI11)

e Leucemia acuta promielocitica con t(15;17)(q22;q12), (PML/RARa) e
varianti

e [eucemia acuta mieloide con anomalie delle bande 11923 (MLL)

2. Leucemia acuta mieloide con displasia multilineare

e Secondaria a mielodisplasia (MDS) o MDS / sindrome mieloproliferativa
(SM)

e Senza antecendenti MDS o MDS/MPD, ma con displasia in almeno nel 50%
delle cellule di 2 o piu linee mielodi

3. Leucemia acuta mieloide e sindromi mielodisplastiche, correlate alla TX con:

e Agenti alchilanti o radiazioni
¢ Inibitori della topoisomerasi 11
o Altri

4. Leucemia acuta mieloide (non altrimenti definita):

e Leucemia acuta micloide, variamente differenziata
e Leucemia acuta mieloide senza maturazione

e Leucemia acuta mieloide con maturazione

e Leucemia acuta mielomonocitica

e Leucemia acuta monoblastica / acuta monocitica

e [eucemia acuta eritroide

e Leucemia acuta megacarioblastica

e Leucemia acuta basofila

e Panmielosi acuta con mielofibrosi

e Sarcoma mieloide
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Tabella 3. Impatto dell’MDR-Pgp su RC, OS e DFS nei pazienti con

LAM di nuova diagnosi.

Autore Pazienti | MDR Pgp + Outcome
RC DFES OS
Wood 94 54 55% 60% </ 9 mesi </ 11 mesi
Del Poeta ‘96 158 43% 31% NR NR
Li ‘97 152 29% 23% NR NR
Michieli 97 65 35% 40% </ 10 mesi </ 12 mesi
Senent ‘98 82 33% 30% NR NR
Filipitis ‘98 86 36% 55% </ 8 mesi </ 9 mesi
Del Poeta ‘99 204 58% 40% NR NR
Leith ‘99 352 35% NR NR NR
Tothova ‘01 31 45% 35% </ 6 mesi NR
Kasmir-Bauer ‘02 124 40% NR </24% (@ 3 aa NR
Benderra ‘04 149 30% 43% </12% @4 aa | </19% @4 aa
Benderra ‘05 85 30% NR NR NR
Damiani ‘06 73 33% NR NR </30% @ 3 aa
Malagola ‘06 212 37% 44% </18% @3aa | </20% @ 3 aa
MEDIANA 36% 40% < <
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Tabella 4. La Fludarabina e le sue interferenze con il metabolismo
cellulare

La Fludarabina: MECCANISMO D’AZIONE

1. Incorporazione Arresto
di Fludara nel DNA sintesi DNA

2. Incorporazione Arresto

di Fludara in RNA trascrizione RNA

Morte
3. Inibizione della riparazione del cellulare
DNA dei danni indotti da altri agenti
(UV, RT, alchilanti)

4. Induce I’apoptosi
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Tabella 5. Caratteristiche cliniche e biologiche di 106 pazienti di eta < 60 anni affetti da LAM di nuova diagnosi trattati con un
regime di induzione includente Fludarabina (casi*) e di 106 pazienti affetti da LAM e trattati con un regime di induzione
convenzionale (controlli**), confrontati in base al fenotipo MDR-Pgp (positivi vs negativi), all’eta e al cariotipo.

Casi* MDR-Pgp pos * Controlli** MDR-Pgp pos* P Casi* MDR-Pgp neg * Controlli** MDR-Pgp neg * P
(n=39) (n=39) (n=67) (n=67)

Sesso (M/ F) 15/24 19/20 0.36 30/37 31/36 0.86
Eta media +/- DS 47.744 +/- 13.106 47.205 +/- 13.013 432 +/-11.8 44.1+/- 13.5

Eta mediana (range) 52 (19 — 60) 52 (19 — 60) 0.79 43 (20 — 60) 49 (18 — 60) 0.50
Cariotipo 1.00 1.00
NORMALE 14/39 (36%) 14/39 (36%) 36/67 (54%) 36/67 (54%)

SFAVOREVOLE ° 18/39 (46%) 18/39 (46%) 14/67 (21%) 14/67 (21%)

FAVOREVOLES 0/39 (0%) 0/39 (0%) 5/67 (7%) 5/67 (1%)

NON VALUTABILE 7/39 (18%) 7/39 (18%) 12/67 (18%) 12/67 (18%)

Citotipo FAB 0.53 0.47
M0 4/39 (10%) 1/39 (3%) 7/67 (10%) 3/67 (4%)

M1 11/39 (28%) 10/39 (26%) 15/67 (22%) 14/67 (21%)

M 2 6/39 (15%) 4/39 (10%) 12/67 (18%) 17/67 (25%)

M 4 6/39 (15%) 7/39 (18%) 17/67 (25%) 14/67 (21%)

M5 12/39 (31%) 17/39 (44%) 13/67 (19%) 18/67 (27%)

M6 0/39 (0%) 0/39 (0%) 1/67 (2%) 1/67 (1%)

M7 0/39 (0%) 0/39 (0%) 0/67 (0%) 0/67 (0%)

Sec 0/39 (0%) 0/39 (0%) 2/67 (3%) 0/67 (0%)

Leucociti > 30 x 10%/L 16/39 (41%) 20/39 (51%) 0.36 28/67 (42%) 29/67 (43%) 0.86
N° medio di leucociti +/- DS 50.0 +/- 72.649 51.3 +/- 57.391 43.1 +/-61.2 43.3 +/- 60

N° mediano di leucociti (range) 18 (0.7 -270) 30 (1.3-205) 0.21 10 (0.4 —270) 20 (1 -329) 0.23

* Casi: 106 pazienti trattati con regime di induzione includente Fludarabina (FLAI/FLAIE)
** Controlli: 106 pazienti trattati con regime di induzione convenzionale, non includente Fludarabina (Dauno/Ida + AraC +/- Etoposide)
# MDR-Pgp pos = MFI > 6 * MDR-Pgp neg= MFI < 6
° CARIOTIPO SFAVOREVOLE: anomalie dei cromosomi 5, 7, 11q23, 3, +8, cariotipo complesso

§ CARIOTIPO FAVOREVOLE: traslocazione (8;21), inversione (16)




Tabella 6. Risposta al primo ciclo di induzione nei 106 casi* vs 106

controlli** inclusi nell’analisi.

RISPOSTA GLOBALE

Casi * Controlli **

(n=106) (n=106)
RC 74/106 (70%) 62/106 (59%) | 0.09
NR 30/106 (28%) 33/106 (31%) | 0.72 0.02
DDI 2/106 (2%) 11/106 (10%) | 0.009

* Casi: 106 pazienti trattati con regime di induzione includente Fludarabina

(FLAI/FLAIE)

** Controlli: 106 pazienti trattati con regime di induzione convenzionale, non
includente Fludarabina (Dauno/Ida + AraC +/- Etoposide)
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Tabella 7. Risposta alla terapia di induzione nei casi* e nei
controlli**, rispetto al fenotipo MDR-Pgp (Pos vs Neg).

Casi* Controlli™
MDR-Pgp | MDR-Pgp P MDR-Pgp MDR-Pgp P
pos” neg ™ pos * neg ™
(n=39) (n=67) (n=39) (n=67)
RC 24/39 50/67 0.16 CR 17/39 45/67 0.02
(61%) (75%) (44%) (67%)
NR 14/39 16/67 0.1810.36| NR 18/39 15/67 0.01(0.03
(36%) (24%) (46%) (22%)
DDI 1/39 1/67 0.69 DDI 4/39 7/67 0.97
(3%) (1%) (10%) (11%)

* Casi: 106 pazienti trattati con regime di induzione includente Fludarabina (FLAI/FLAIE)

** Controlli: 106 pazienti trattati con regime di induzione convenzionale, non includente Fludarabina
(Dauno/Ida + AraC +/- Etoposide)

* MDR-Pgp pos = MFI > 6
" MDR-Pgp neg= MFI < 6
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Tabella 8. Risposta all’induzione nei pazienti ipoesprimenti la Pgp
(MDR-Pgp negativi) e in quelli iperesprimenti la Pgp (MDR-Pgp

positivi), rispetto alla terapia ricevuta (casi* vs controlli**)

Risposta nei pazienti MDR-Pgp Risposta nei pazienti MDR-Pgp
negativi®* positivi
Casi* | Controlli** P Casi* | Controlli** P
(n=67) (n=67) (n=39) (n=39)
RC| 50/67 45/67 0.34 CR | 24/39 17/39 0.11
(75%) (67%) (61%) (44%)
NR 16/67 15/67 0.84/0.09| NR | 14/39 18/39 0.36|0.17
(24%) (22%) (36%) (46%)
DDI 1/67 7/67 0.03 DDI 1/39 4/39 0.16
(1%) (11%) (3%) (10%)

* Casi: 106 pazienti trattati con regime di induzione includente Fludarabina (FLAI/FLAIE)

** Controlli: 106 pazienti trattati con regime di induzione convenzionale, non includente Fludarabina

(Dauno/Ida + AraC +/- Etoposide)

* MDR-Pgp pos = MFI > 6
" MDR-Pgp neg= MFI < 6
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Tabella 9. Analisi univariata delle variabili clinche e biologiche

correlate alla RC.

Variabile RC (%) NR/DDI (%) P
Sesso
M (n=95) 56 (58.9%) 39 (41.1%) 0.15
F (n=117) 80 (68.3%) | 37 (31.7%) '
Gruppo di trattamento
Fluda (casi) (n=106) 74 (69.8%) | 32 (30.2%) 0.08
Non Fluda (controlli) (n=106) 62 (58.5%) 44 (41.59%) '
Leucociti
<30x 10”/L (n=119) 80 (67.3%) | 39 (32.7%)
>30 x 10°/L (n=93) 56 (60.2%) | 37 (39.8%) 0.29
Citotipo FAB
MO0-M5-M6-M7-Sec (n=79) 45 (56.9%) | 34 (43.1%) 0.09
M1-M2-M4 (n=133) 91 (68.4%) | 42 (31.6%) '
Fenotipo MDR
MDR-Pgp negativi (n=134) 95 (70.9%) 39 (29.1%) 0.007
MDR-Pgp positivi (n=78) 41 (52.6%) 37 (47.4%) )
Gruppo cariotipico noto
Favorevole (n=10) 10 (100%) 0 (0%)
Sfavorevole (n=64) 34 (53.1%) 30 (46.9%) 0.007
Normale (n=100) 69 (69%) 31 (31%)
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Tabella 10. Analisi multivariate delle variabili cliniche e biologiche
ad impatto prognostico negativo sulla RC.

Variabili cliniche e biologiche P Odds Ratio 95% ClI
Fenotipo MDR-Pgp 0.007 2.23 1.24 -3.99
Positivo vs Negativo
Eta* 0.06 1.25 0.99 - 1.59
Gruppo di trattamento 0.08 0.59 0.34-1.07
Non Fluda vs Fluda

* Per ogni decade di eta
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Tabella 11. Caratteristiche cliniche, risposta e tossicita in 224 pazienti affetti da LAM di nuova diagnosi,
consecutivamente trattati con un regime di induzione includente Fluda.

AMLI7 AML99 AMLO2 P# Totale

(70 p2) (65 p2) (89 p2) (224 p2)
Caratteristiche cliniche
M/F 36/34 37/28 45/44 n.s. 118/106
Eta mediana (range) 48 (19-64) 47 (19-60) 45 (18-63) n.s. 46 (18-64)
Risposta all’induzione*
CR 47/70 (67%) 47/65 (72%) 63/89 (71%) n.s. 157/224 (70%)
NR 20/70 (29%) 16/65 (25%) 21/89 (24%) n.s. 57/224 (26%)
DDI 3/70 (4%) 2/65 (3%) 5/89 (5%) n.s. 10/224 (4%)
N° di pazienti sottoposti al | consolidamento 67/70 (96%) 63/65 (97%) 84/89 (94%) n.s. 214/224 (95%)
Tossicita ematologica
ANC > 1 x 10°/L 24 (19-45) 25 (20-46) 28 (19-60) n.s 26 (19-60)
N° mediano di giorni (range)
PLTs > 100 x 10°/L 23 (19-40) 25 (19-33) 31 (20-72) n.s. 28 (19-72)
N° mediano di giorni (range)
Tossicita extraematologica §
Grade Il - 1V WHO 6 5 10 n.s. 21
N° episodi

* RC = remissione completa; NR = non responsivi; DDI = decessi in induzione.
§ Mucosite, diarrea, vomito, nausea, iperbilirubinemia, insufficienza renale acuta, rash cutaneo

# Chi-square text




Tabella 12. Criteri diagnostici per le IFI (De Paw eyt al, CID 2005)

Type of factor or criterion, disease Critarion

Host factors Meutropenia: neutrophil count of <500 cellsfrmm® for =10 days
Persistent fever for »86 h refractory to appropriate treatment with broad-spectrum antibacterials
Body temperature of =38°C or <36°C and any of tha following predisposing conditions:
Prolonged nautropania (=10 days) in previous 60 days
Recant or currant usa of significant immunosuppressive agents in the pravious 20 days
Proven or probable invasive fungal infection during a praviocus apisode of neutropenia
Coaxistance of symptomatic AIDS
Signe and symptoms indicating graft-versus-host diseass
Prolonged use of corticostercids (=3 weeks) in previous 60 days
Microbiclogical criteria Detaction of mold (including Aspergiius species, Fusarium specias, Zyaomycetes, and Scadosporium
spacias) or Cryptococcus neofarmans by culture from sputurn or BAL fluid
Detaction of a mald by cytology/diract microscopy of culturs from sinus aspirate
Detaction of a mold or Cryptococcus species from sputum or BAL fluid
Dataction of Aspergillus antigen in BAL fluid, CSF or =2 blood samplas
Detaction of cryptococcal antigen in blood
Detaction of fungal elaments by cytologyfdirect micrescopy in sterile body fluids
Detection of Canaida casts in urine in the absaence of a urinary cathater
Detaction of Candida species in blood by culturs
Clinical eriteria”
Lowvar respiratory tract infection

Major Any of the following new infiltrates on CT imaging: halo sign, aircrascant sign or cavity within an area of
censolidation
Minor Symptoms (cough, chest pain. hemoptysis, or dyspnea)

Physical finding of pleural mub
Any new infiltrate not fulfilling major criteria
Pleural effusion

Sinonasal infection

Major Radiological avidance suggestive of invasive infaction in the sinusas (..., erosion of sinus walls or
extansion of infection to neighboring structures, or extensive skull base destruction)
Minor Upper respiratory symptoms (e.0., nasal discharge, stuffinezs)

Mose ulceration or eschar of nasal muccsa or apistaxis

Periorbital swelling

Maxillary tendemess

Black necrotic lesions or perforation of the hard palate
CMS infection

Major Radiological evidence suggesting CNS infection [e.g.. mastoiditis or other parameningeal foci or
extradural empyema)
Minor CSF negative for other pathogens and malignant eslls by culture or microscopy

Focal naurological symptoms and signs {including focal seizuras, hamiparasis, and cranial nerve palsies)
Mental changes

Meningeal irritation findings

Abnormalities in CSF biochemistry and cell count

Dissaminated fungal infection, major Papular or nodular skin lasions without any other axplanation
Intraccular findings suggastive of hamatogenous fungal chorioretinitis or endophthalrmitis
Chronic disseminated candididasis,® mEjor Small, peripheral, target-like abscazses (bulls eye) in liver andfor spleen dermonstrated by CT, MBI, or

ultrascnography

NOTE. Eddfacs indicates controversial elements considerad to require revision or clarification. BAL, bronchoalveclar lavage.

* Must be relatad to the site of microbiological criteria and tamporally relatad to current episoca.
& Supporting microbiclogical criteria are not required for probable catagory.
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Tabella 13. Incidenza di FUOQ, infezioni batteriche e fungine in 224
pazienti affetti da LAM all’esordio, consecutivamente trattati con
regimi di induzione includenti Fluda (FLAI/FLAIE).

AMLY97 | AML99 | AMLO2 | P# Totale
(70 pz) | (65p2) | (89 pz) (224 p2)
FUO 36/70 39/65 71/89 | 0.0006 146/224
(51%) | (60%) | (80%) (65%)
Infezioni da Gram negativi 12/70 9/65 9/89 n.s. 30/224
(17%) | (14%) | (10%) (13%)
Infezioni da Gram positivi 13/70 10/65 24/89 n.s. 47/224
(19%) | (15%) | (27%) (21%)
IFI possibili 1/70 5/65 8/89 n.s. 14/224
(1%) (8%) (9%) (6%)
IFI probabili/certe 2/70 3/65 5/89 n.s. 10/224
(3%) (5%) (6%) (4%)
IE1 probabili
A spegies 0 ) 2 4
A. fumigatus 1 0 0 1
A. flavus 1 0 0 1
C. glabrgta 0 0 1 1
C. krusei 0 1 0 1

# Chi-square test
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Tabella 14. Confronto dell’incidenza di FUO e infezioni in 224
pazienti affetti da LAM di nuova diagnosi dopo una induzione

includente Fluda 8FLAI/FLAIE) e dopo il primo consolidamento.

Induzione Primo consolidamento P#
(224 p2) (214 p2)

FUO 146/224 (65%) 75/214 (35%) <0.0001
Infezioni da Gram negativi 30/224 (13%) 43/214 (20%) n.s.
Infezioni da Gram positivi 47/224 (21%) 40/214 (19%) n.s.
IFI possibili 14/224 (6%) 6/214 (3%) n.s.
IFI probabili/certe 10/224 (4%) 5/214 (2%) n.s.
IF1 certe A. species: 4 A. fumigatus: 3

A. fumigatus: 1 Fusarium spp.: 1

A. flavus: 1 C. albicans: 1

C. glabrata: 1

C. krusei: 1

# Chi-square test
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Figura 1: La glicoproteina PGP
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Figura 2: La Lung Resistance Related Protein (LRP)
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Figura. 3. Farmaci chemioterapici metabolizzati mediante Pgp

MDR: FARMACI COINVOLTI

MRP-1 MRP-2 MRP-3 LRP BCRP

ANTHRACYCLINES
MITOXANTRONE

VINCA ALKALOIDS

TAXANES
CAMPHOTECINE DER
HOMOHARRINGTONINE
CALICHEAMICIN
ACTINOMYCIN D
PLATINUM

MTX

80



Figura 4. Struttura chimica della Fludarabina e suo metabolismo a
molecola chimicamente attiva
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Figura 5: Attivita e sinergismo della Fludarabina con la Citosina
Arabinoside
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Figura 6. OS e DFS dei 118 pazienti valutabili in base al random
FLAI vs ICE (protocollo AML 99)
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Figura 7. OS dei pazienti del protocollo AML 99 in base all’espressione
del’MDR
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Figura 8. OS e DFS di 106 pazienti con LAM di nuova diagnosi ed
eta < 65 aa, trattati con regimi di induzione includenti Fludarabina
(casi) vs 106 pazienti con LAM di nuova diagnosi ed eta < 60 aa,
trattati con regimi di induzione convenzionali, non includenti
Fludarabina (controlli).
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Figura 9. OS e DFS di 75 pazienti con LAM di nuova diagnosi a
fenotipo MDR-Pgp positivo, in base al regime di induzione ricevuto

(FLAI/FLAIE vs altro).
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Figura 10. OS e DFS di 133 pazienti con LAM di nuova diagnosi a
fenotipo MDR-Pgp negativo, in base al regime di induzione ricevuto
(FLAI/FLAIE vs altro).

(ON}

DFS

1.0

0.8

0.5

0.3

0.0

1.0

0.8

0.5

0.3

0.0

] Fluda

1 Fmmmmmmmmemmeoeees p=0.5

A Non-Fluda

0 10 19 29 38 48
Mesi

: Fluda

] e p=0.6

1 Non-Fluda

0 10 19 29 38 48
Mesi

87



